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ABSTRAKT 
 
Hlavním cílem dizertační práce byla aplikace vybraných metod k analýze oxidačního 
stresu a studium markerů oxidačního stresu u pacientů s chronickou pankreatitidou (CHP) 
v delším časovém intervalu. Chronická pankreatitida (chronický zánět slinivky břišní) je 
charakterizována jako trvale progredující onemocnění pankreatu s charakteristickými 
ireverzibilními morfologickými změnami a s možnou trvalou ztrátou funkčnosti slinivky 
břišní. U pacientů s CHP bylo provedeno celkem pět odběrů, přičemž časový interval mezi 
jednotlivými odběry činil vždy 6 měsíců. Byla optimalizována a aplikována metoda HPLC-
DAD ke stanovení sekundárních produktů lipidové peroxidace – MDA a 4-HNE, dále 
luminometrická metoda TRAP ke stanovení antioxidační kapacity, spektrofotometrická 
metoda k analýze dusitanů a ELISA metoda ke stanovení hladiny pro- a protizánětlivých 
cytokinů (TNF-α, TNF RI, PDGF-AB a TGF-β1), myeloperoxidázy a hyaluronanu. 
Jednotlivé markery byly analyzovány v plazmě 113 pacientů s CHP a v plazmě 63 zdravých 
kontrolních jedinců. Současně bylo všem jedincům zahrnutým do studie provedeno základní 
biochemické a hematologické vyšetření. U pacientů s CHP v porovnání s kontrolními jedinci 
byly zjištěny zvýšené koncentrace markerů charakterizujících zánět (dusitanů, TNF RI, HA a 
MPO) a hematologických a biochemických parametrů (leukocytů, triglyceridů a CRP). Tyto 
výsledky prokázaly, že u pacientů s CHP existuje chronický zánět. Tento zánět je 
doprovázený oxidačním stresem, o čemž svědčí významně zvýšené hladiny produktů lipidové 
peroxidace (MDA a 4-HNE). Tato skutečnost odkrývá souvislost oxidačního stresu se 
změnami v imunologických, biochemických a hematologických parametrech. Hladiny MDA 
a 4-HNE společně s hladinami MPO, dusitanů, TNF RI a HA v plazmě pacientů s CHP by 
tedy mohly být vhodnými ukazateli charakterizujícími pacienty s CHP a mohly by mít u 
těchto pacientů diagnostický význam. Naproti tomu plazmatické hladiny TNF-α, PDGF-AB a 
TGF-β1 byly statisticky významně změněny pouze v některých z pěti provedených odběrů. 
Lze říci, že tyto cytokiny nejsou vhodnými markery pro diagnózu závažnosti a rozvoje CHP. 
Oproti původnímu očekávání jsme nepotvrdili postupné zvyšování hladin sledovaných 
parametrů v časovém intervalu 2,5 let. Průzkumem a orientovanou dotazníkovou akcí byl také 
vyhodnocen potenciální vliv environmentální zátěže a životního stylu jednotlivých pacientů 
na změny sledovaných parametrů. Bylo zjištěno, že těžkou formou pankreatitidy trpí častěji 
muži než ženy. Zdá se, že u těžké chronické pankreatitidy je častější toxická etiologie než 
idiopatická. Z rizikových faktorů se ukázaly jako významné pití alkoholu, kouření, diabetes 
mellitus a kalcifikace kostí (ve všech případech jsou častěji vázány na těžší formu CHP). 
Z dosažených výsledků lze vyvodit následující hlavní závěry. Potvrdilo se, že u pacientů 
s CHP hraje důležitou roli chronický zánět spojený s oxidačním stresem. Na oxidační stres 
reaguje organismus zvýšenou produkcí antioxidantů v plazmě pacientů. Tato mírně zvýšená 
hladina antioxidační kapacity nicméně není schopna oxidační stres eliminovat. Koncentrace 
produktů lipidové peroxidace, ani zánětlivých markerů se v časovém intervalu 2,5 let 
neměnily. To je pravděpodobně způsobeno lékovou terapií. Na druhou stranu tato terapie není 
dostatečně účinná, aby úplně eliminovala oxidační stres a chronický zánět doprovázející CHP. 
Proto je nutné hledat jiné, ještě účinnější postupy k charakterizaci závažnosti a rozvoje 
chronické pankreatitidy a její efektivní léčby. 
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ABSTRACT 
 
The main aim of doctoral thesis was the application of selected methods for oxidative 
stress analysis and for the study of oxidative stress markers in patients with chronic 
pancreatitis (CP) during longer time period. Chronic pancreatitis (chronic inflammation of 
pancreas) is characterized as permanent progressive disease of pancreas with characteristic 
irreversible morphological changes and with possible permanent loss of pancreas function. 
Alltogether five blood collections were performed during 2.5 year period. HPLC-DAD 
method was optimised and applied for the determination of secondary lipid peroxidation 
products – MDA and 4-HNE. Luminometric method TRAP was used for antioxidant capacity 
assesment, spectrophotometric method was used for nitrite analysis and ELISA method for 
determination of pro- and anti-inflammatory cytokine levels (TNF-α, TNF RI, PDGF-AB and 
TGF-β1), myeloperoxidase and hyaluronan. Particular markers were analysed in plasma of 
113 patients with CP and in plasma of 63 healthy controls. Simultaneously, basic biochemical 
and haematological analyses were performed in all individuals in this study. Levels of 
markers characterizing inflammation (nitrites, TNF RI, HA and MPO) and haematological 
and biochemical parameters (leukocytes, triglycerides and C-reactive protein) were 
significantly higher in the plasma of CP patients, in comparison with healthy controls. These 
results demonstrated that the chronic inflammation is presented in patients with CP. This 
inflammation is accompanied with oxidative stress which is proved by significantly higher 
lipid peroxidation product levels (MDA and 4-HNE). It reveals connection among oxidative 
stress and changes in immunological, biochemical and haematological parameters. Our results 
indicate that plasma levels of MDA and 4-HNE along with MPO, nitrites, TNF RI and HA in 
patients with CP could be suitable indicators characterizing patients with CP and could have a 
diagnostic significancy. In contrast, TNF-α, PDGF-AB and TGF-β1 were statistically 
significantly changed only in some of five performed blood collections. It is possible to state 
that these cytokines are not suitable markers for diagnosis of severity and progression of CP. 
Despite of our initial expectation, we did not confirm sequent elevating levels of monitored 
parameters in 2.5 year period. Effects of life-style of individual patients and influence of 
potential environmental stress on changes in monitored pamarameters were evaluated by 
investigation and oriented questionary action. It was find out that males suffer more 
frequently from heavy pancreatitis than females. In cases of heavy chronic pancreatitis, it 
seems that toxic etiology is more frequent than idiopatic one. It was demonstrated that alcohol 
drinking, smoking, diabetes mellitus and bone calcification belong among the most important 
risk factors. It can be summarized that the oxidative stress plays an important role in patients 
with CP. Organism responses to oxidative stress by increased antioxidant production in 
plasma of patients. Nevertheless, this slightly elevated antioxidant capacity level is not 
capable to eliminace oxidative stress. Concentrations of lipid peroxidation products and 
inflammatory markers have not been changed during 2.5 year period. It is probably caused by 
drug therapy. On the other side, this therapy is not able to eliminate oxidative stress and 
chronic inflammation accompanying CP totally. Therefore, it is necessary to search 
alternative and advanced procedures for characterization of severity and progression of CP 
and its effective treatment. 
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1 ÚVOD 
 
Oxidační stres, volné radikály a role antioxidantů patří do popředí dnešního zájmu 
biologů, biochemiků, farmaceutů a lékařů. Oxidační stres nastává v situaci, kdy dochází ve 
zdravém aerobním organismu k narušení rovnováhy mezi tvorbou reaktivních kyslíkových 
radikálů (Reactive Oxygen Species - ROS)/reaktivních dusíkových radikálů (Reactive 
Nitrogen Species - RNS), jejich metabolitů a obranným antioxidačním systémem. Při této 
nerovnováze dochází k ataku těchto reaktivních volných radikálů na živé organismy – 
živočichy i rostliny. Reaktivní volné radikály reagující s buněčnými systémy, mohou oxidovat 
biomolekuly, což může vést k poškození tkáně, k buněčné smrti nebo ke vzniku zánětlivých 
procesů. 
Mnoho volných radikálů je nepřetržitě produkováno buňkami, kde vznikají jako 
produkty metabolismu, nebo také například únikem z mitochondriálního respiračního řetězce. 
Hladiny volných radikálů jsou zvýšeny i díky jejich přísunu z exogenních zdrojů. Jedná se o 
ionizující záření (z průmyslu, expozice slunečnímu záření, kosmické záření a z lékařských X-
paprsků), o toxiny z životního prostředí, ze změn atmosférických podmínek (např. snížený 
obsah kyslíku nebo naopak zvýšený obsah kyslíku), z ozónu a z oxidu dusnatého (výfukové 
plyny). Také životní styl může přispět ke zvýšenému příjmu volných radikálů, je to např. 
kouření, zvýšený přísun alkoholu a další.  
K oxidačnímu stresu v organismu dochází v důsledku ataku reaktivních volných 
kyslíkových a dusíkových radikálů (Reactice Oxygen and Nitrogen Species - RONS). 
Dochází k poškození, narušení normální funkce tkání, buněk, proteinů, lipidů, DNA a ke 
vzniku řady chorobných procesů a onemocnění. Negativní působení aktivních forem kyslíku 
spočívá vedle poškození DNA především v oxidaci buněčných organel a jejich složek. RONS 
ochotně reagují s již zmíněnými klíčovými biopolymery jako jsou lipidy, proteiny a DNA. 
Jedním z intenzivně zkoumaných procesů indukovaných volnými radikály je lipidová 
peroxidace, která vede k tvorbě mutagenních látek jako je malondialdehyd (MDA) a 4-
hydoxynonenal (4-HNE), které poškozují přímo proteiny a DNA. Lipoperoxidace je 
významným mechanismem poškození buňky jak u rostlin, tak u zvířat a může být využita 
jako indikátor oxidačního stresu v buňkách a tkáních.  
Poškození volnými radikály je důležitým faktorem v mnoha patologických a toxických 
procesech. Oxidační stres se velkou mírou podílí i na vzniku a rozvoji chronické pankreatitidy 
(chronický zánět slinivky břišní). Zánět vede k poškození buněčných organel prostřednictvím 
vysoce reaktivních forem kyslíku, které zahrnují superoxidový radikál, peroxid vodíku a 
hydroxylový radikál, a které jsou produkovány aktivovanými neutrofily a makrofágy v místě 
zánětu. Dalším vysoce reaktivním oxidantem je kyselina chlorná, která je tvořena 
myeloperoxidázou (MPO), enzymem produkovaným především u neutrofilů. Vedle 
reaktivních metabolitů kyslíku se v oxidačním poškození buněk a tkání, ale i v regulaci 
důležitých biologických dějů uplatňují také reaktivní metabolity dusíku. Tyto metabolity jsou 
odvozeny od oxidu dusnatého (NO). NO je důležitým mediátorem zánětu a karcinogeneze. 
RONS hrají důležitou roli v rozvoji lokálního zánětu pankreatu a systematicky působí 
komplikace průběhu chronické pankreatitidy. Lze shrnout, že oxidační stres je nepochybně 
významným faktorem indukce karcinogeneze pankreatu. Ze všech těchto důvodů je užitečné 
monitorovat oxidační stres u pacientů s chronickou pankreatitidou. 
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2 CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 
 
Cílem dizertační práce je studium markerů oxidačního stresu u pacientů s chronickou 
pankreatitidou proti kontrolním jedincům v delším časovém intervalu. 
 
V plazmě pacientů s chronickou pankreatitidou a u zdravých kontrolních jedinců : 
 
o Optimalizovat a aplikovat metodu HPLC-DAD k analýze produktů lipidové 
peroxidace – detekce malondialdehydu (MDA) a 4-hydroxynonenalu (4-HNE). 
o Aplikovat luminometrické a fluorimetrické metody k analýze antioxidační 
kapacity. 
o Aplikovat spektrofotometrickou metodu k analýze dusitanů. 
o Za použití ELISA metody stanovit hladiny pro- a protizánětlivých cytokinů, 
myeloperoxidázy a hyaluronanu. 
o Tyto markery oxidačního poškození u pacientů s chronickou pankreatitidou 
společně s biochemickými a hematologickými parametry porovnat se zdravými 
kontrolními jedinci. 
o Průzkumem a orientovanou dotazníkovou akcí vyhodnotit potenciální vliv 
environmentální zátěže a životního stylu jednotlivých pacientů na změny hladin 
parametrů oxidačního stresu. 
 
 
Práce byla prováděna na Biofyzikálním ústavu AV ČR, v.v.i. (Oddělení patofyziologie 
volných radikálů), ve spolupráci s Interní hepatogastroenterologickou klinikou Fakultní 
nemocnice Brno (Lékařská fakulta MU Brno). Tato práce byla řešena v rámci grantového 
výzkumného projektu AV ČR AVOZ50040507 a podporována grantovým projektem NR 
9295-3 (IGA - Interní grantová agentura Ministersva zdravotnictví ČR). 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Oxidační stres 
3.1.1 Úvod k oxidačnímu stresu 
Oxidační stres nastává ve zdravém aerobním organismu, když dochází k narušení 
rovnováhy mezi tvořícími se reaktivními kyslíkovými radikály (ROS)/reaktivními 
dusíkovými radikály (RNS) a obranným antioxidačním systémem. Reaktivní částice jsou 
v převaze a nedostatečnost antioxidačních procesů způsobí, že organismus není schopen je 
zneškodnit a eliminovat. Tento stav může být způsoben tím, že je v organismu porušena 
tvorba a distribuce antioxidantů, případně dochází k nadbytečnému příjmu ROS z vnějšího 
prostředí nebo je organismus vystaven nějakému typu stresu (zátěžovému faktoru). Při špatné 
regulaci této nerovnováhy může nadbytek ROS/RNS způsobit poškození buněčných struktur a 
to lipidů, proteinů, DNA a také může negativně ovlivnit správnou funkci kyseliny močové. 
Z těchto zásadních typů poškození vyplývá, že oxidační stres způsobuje vznik a rozvoj 
lidských onemocnění a stejně tak přispívá k procesům stárnutí buněk [1, 2]. 
Je prokazatelné, že cílem oxidačního poškození, resp. ataku ROS/RNS, jsou zvířata a 
lidé in vivo. Reaktivní volné radikály reagující s buňkou mohou oxidovat biomolekuly, což 
může vést k buněčné smrti nebo ireversibilnímu poškození tkáně. Cílem poškození jsou již 
zmíněné buněčné membrány (lipidy), proteiny, DNA a funkce kyseliny močové (Obr. 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 1 Schéma ataku volných radikálů;  tvorba primárních a sekundárních metabolitů.            
 Převzato z [3]. 
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3.1.2  Oxidační poškození lipidů 
Negativní působení aktivních forem kyslíku spočívá především v podílu na oxidačních 
a peroxidačních reakcích. Při oxidačním poškození lipidů dochází k jejich peroxidaci – 
lipidové peroxidaci (resp. oxidaci fosfolipidů). Peroxidace lipidů je vedle poškození DNA 
jedním z nejintenzivněji zkoumaných procesů indukovaných volnými radikály. Tento proces 
je znázorněn na (Obr. 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 2 Schéma lipidové peroxidace. Převzato a upraveno z [3]. 
 
Lipidová peroxidace je chemický proces, při kterém jsou polynenasycené mastné 
kyseliny (Polyunsaturated Fatty Acids - PUFAs) lipidů poškozovány působením volných 
radikálů a kyslíku za vzniku hydroperoxidů. Z hydroperoxidů pak dalšími reakcemi vznikají 
následné sekundární produkty. Nejvíce náchylné jsou membránové lipidy s vysokým 
obsahem nenasycených mastných kyselin. Reaktivní formy kyslíku napadají především 
dlouhé mastné kyseliny obsažené ve fosfolipidech, které jsou součástí membrán. Hlavními 
mastnými kyselinami, které podléhají lipidové peroxidaci v buněčných membránách jsou 
kyselina linoleová, arachidonová a dokosahexanová. Během ataku reaktivními formami 
kyslíku, dochází ke zkracování struktury kyselin [4].  
Je třeba připomenout, že pod pojmem peroxidace lipidů se většinou uvažuje o 
neenzymovém a nekontrolovaném procesu přeměny lipidů. V řadě buněk však probíhá i 
enzymová peroxidace lipidů, která vede k tvorbě biologicky aktivních produktů, důležitých 
pro regulaci buněčných pochodů (např. prostaglandiny a leukotrieny). 
V průběhu neenzymové peroxidace lipidů jsou rozlišovány 3 fáze: iniciace, propagace 
a terminace. Pochod iniciace zahrnuje reakci, při níž je molekula mastné kyseliny atakována 
volným reaktivním radikálem (hydroxylovým, alkoxylovým nebo peroxylovým radikálem). 
Největší význam se připisuje působení hydroxylového radikálu, iniciaci však v závislosti na 
podmínkách mohou vyvolat i radikály jiné. Nejcitlivějším místem pro atak radikálu v 
molekule mastné kyseliny je =CH- skupina s dvojnou vazbou. To vysvětluje, proč především 
polynenasycené mastné kyseliny podléhají peroxidaci. Působením reaktivního volného 
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radikálu se odtrhuje atom vodíku z této skupiny a z mastné kyseliny se stává radikál. V jeho 
struktuře poté dojde k přeskupení dvojné vazby a vznikne konjugovaný dien. Ten reaguje 
spontánně s molekulou kyslíku za vzniku lipoperoxylového radikálu. Tento radikál je rovněž 
velmi reaktivní a je schopen reagovat s jinou molekulou nenasycené mastné kyseliny. Odštěpí 
z ní atom vodíku a sám se přemění na hydroperoxid. Tím je zahájena propagace, která 
pokračuje tak dlouho, dokud se volný radikál nesetká s jiným radikálem nebo molekulou 
antioxidantu (např. tokoferolem) a dojde k ukončení řetězové radikálové reakce, tzv. 
terminaci.  
Lipidová peroxidace je velmi destruktivní proces. Je považována za jeden 
z primárních mechanismů poškození buňky xenobiotiky, což vyplývá z faktu, že jednak přímo 
poškozuje fosfolipidy membrán, navíc však vznikající sekundární metabolity jsou velmi 
reaktivní a narušují strukturu dalších biomolekul. Peroxidace lipidů může vést k radikálové 
řetězové reakci (Obr. 3) [3]: 
 
Obr. 3 Schéma řetězové reakce v lipidové peroxidaci za vzniku dalších reaktivních radikálů                       
(lipidových peroxidů). Převzato z [3]. 
 
Lipoperoxidy jsou nestabilní a rozkládají se za vzniku širokého komplexu různých 
sloučenin včetně reaktivních karbonylových sloučenin, jako jsou především některé aldehydy 
(malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynonenal (4-HNE)) [5, 6, 7], které jsou toxické a navazují 
se na volné aminoskupiny proteinů. V důsledku toho proteiny agregují, síťují se a stávají se 
méně citlivé k proteolytické degradaci. 
Lipidová peroxidace mění fluiditu membrán (narušení semipermeability membrán), 
zvyšuje se propustnost pro ionty, mění se membránový potenciál a dochází až k lyzi buněk 
[8]. V tkáních dochází k akumulaci tzv. stárnoucích pigmentových skvrn. Objevují se 
aterosklerotické léze a v tělních tekutinách (zahrnující např. plazmu, moč) jsou přítomny 
zvýšené hladiny konečných produktů peroxidace (např. MDA, 4-HNE, izoprostany) [2]. 
 
3.2 Chronická pankreatitida  
Chronická pankreatitida (chronický zánět slinivky břišní; CHP) je charakterizována 
jako trvale progredující onemocnění pankreatu s charakteristickými ireverzibilními 
morfologickými změnami, způsobující charakteristické bolesti a trvalou ztrátu funkčnosti 
slivinky břišní, kdy je funkční parenchym pankreatu nahrazován vazivovou tkání. Konečným 
výsledkem tohoto procesu je vznik progresivní exokrinní a endokrinní pankreatické 
nedostatečnosti [9, 10, 11, 12, 13]. Z praktického pohledu dochází k poruše trávení základních 
živin, především lipidů a v důsledku nedostatečné produkce inzulinu ke vzniku diabetu, který 
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je označován jako pankreatogenní diabetes. Porucha trávení a vstřebávání vede ke ztrátě 
tělesné hmotnosti, malasimilaci, hypoproteinemii, hypoalbuminemii. 
Fibrogeneze pankreatu je známým mechanismem vzniku CHP. Ve fibrogenezi hrají 
zásadní roli hvězdicovité acinární buňky ve stěně pankreatu, pankreatické stelátové buňky 
(PSCs; Pancreatic Stellate Cells). Iniciální krok v procesu fibrogeneze je poškození PSCs, 
vznik nekróz, aktivace makrofágů, agregace trombocytů v zánětlivé tkáni, uvolnění růstových 
faktorů (např. TGF-β, PDGF) a dalších prozánětlivých cytokinů. A zvláště významným je 
vznik oxidačního stresu, který hraje zřejmě zásadní roli v procesu aktivace stelátových buněk 
se stimulací extracelulární matrix a redukci degradace matrix. Právě stelátové buňky 
představují hlavní buněčný zdroj extracelulární matrix u osob s chronickou pankreatitidou 
[14]. Vznik chronického zánětu pankreatu je znázorněn na (Obr. 4). Schémata (Obr. 4) 
znázorňují první fázi poškození pankreatu, kdy podněcující a dráždivé faktory (alkohol, 
toxický metabolický stres, genetické predispozice) aktivují PSCs a dochází k opakovanému 
vzniku zánětu. Pronikající zánět do pankreatu produkuje TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand; ligand vedoucí buňku k apoptóze), prozánětlivé cytokiny a chemokiny. PSCs 
způsobí destrukci parenchymu vedoucí k fibrogenezi panktreatické tkáně a dochází ke vzniku 
CHP. Finálně jsou v CHP pankreatické dukty ucpány, zdeformovány, rozšířeny a zvýší se 
intraduktální tlak. Dlouhotrvající duktální změny aktivují tzv. Notch a Hedgehogovu cestu, 
která vede k acinoduktální metaplasii (ADM; Acinoductal Metaplasia), k pankreatické 
intraepiteliální neoplasii (PanIN; Pancreatic Intraepithelial Neoplasia) a je dána predispozice 
k rozvoji karcinomu pankreatu. [15, 16, 17] 
Chronický zánět pankreatu je tedy významným faktorem, který vede k procesu 
pankreatické karcinogeneze. Lze předpokládat, že významné onkogeny jsou aktivovány 
cytokiny liberalizovanými v průběhu chronického zánětu. Oxidační stres a proces fibrogeneze 
jsou dva hlavní předpokládané faktory iniciace karcinogeneze, tedy vznik pankreatického 
karcinomu [18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28].  
O etiologii CHP vypovídá skutečnost, že nejčastější příčinou vzniku tohoto 
onemocnění je alkohol [29].  Mezi méně časté příčiny patří faktory metabolické a významné 
genetické predispozice. Velice vzácná je autoimunní etiologie a konečně častým je tzv. 
obstruktivní typ chronické pankreatitidy, při kterém vzniká CHP v důsledku obstrukce 
pankreatického vývodného systému, jehož příčinou je přítomnost např. intraduktálního 
konkrementu, ale i metabolické změny vedoucí ke změně viskozity pankreatického sekretu a 
k tvorbě proteinových zátek, do nichž vypadávají soli uhličitanu vápenatého, rovněž za 
vzniku kaménků. Tyto skutečnosti odráží i poslední dělení CHP dle etiologie, jak ukazuje 
(Tab. 1). Z uvedených etiologických možností je zřejmé, že CHP je onemocnění mladší a 
střední věkové kategorie. 
 
Klasifikace FIGARO 
   T - toxonutritivní 
   I – idiopatická 
   G - genetická 
   A - autoimunitní  
   R – recidivující akutně 
   O - obstruktivní 
Tab. 1 Etiologická klasifikace chronické pankreatitidy [30]. 
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Klinické příznaky CHP jsou charakterizovány především bolestí. Bolest bývá stálá, 
úporná, trvající hodiny i dny, ale typickou je její vyvolání nebo zhoršení jídlem, takže 
nemocní se bojí najíst. Tím lze vysvětlit, kromě samozřejmě nedostatečného trávení, i další 
typický příznak CHP a tím je hubnutí. Lze říci, že CHP je chronické onemocnění s trvalou 
progresí a významně negativně ovlivňuje kvalitu života nemocných. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 4 Mechanismus poškození pankreatického parenchymu a signální dráhy v rozšířeném  
    duktu u chronické pankreatitidy: důsledkem je karcinogeneze pankreatu. Převzato z  
    [31]. 
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3.2.1  Oxidační stres v chronické pankreatitidě 
 
Na vzniku a rozvoji chronické pankreatitidy se velkou mírou podílí i oxidační stres. 
3.2.1.1  Role ROS v chronické pankreatitidě 
 Oxidační stres je ve většině případů doprovázen vznikem zánětu [10, 32]. Zánět je 
zdrojem poškozených buněčných organel. Ty jsou atakovány a poškozovány vysoce 
reaktivními formami kyslíku (ROS), které jsou produkovány aktivovanými neutrofily a 
makrofágy v místě zánětu [33, 34, 35, 36]. ROS jsou generovány během endogenního 
oxidačního stresu nebo během chemického stresu ze znečištěného životního prostředí nebo 
z životního stylu jedince např. příjem xenobiotik do organismu [10, 37, 38]. Předpokládá se, 
že ROS jsou schopny indukovat poškození sekrečních pankreatických buněk prostřednictvím 
počínající autodigesce. 
3.2.1.2  Role RNS v chronické pankreatitidě 
Vedle reaktivních metabolitů kyslíku se v oxidačním poškození buněk, tkání a v 
místech zánětu, ale i v regulaci důležitých biologických dějů uplatňují také reaktivní 
metabolity dusíku (RNS), které hrají také důležitou úlohu. Tyto metabolity jsou odvozeny od 
oxidu dusnatého (NO). NO je důležitým mediátorem lokálního zánětu a karcinogeneze a hraje 
klíčovou roli v signálování v rámci vaskulárního systému. Současně významně přispívá 
k oxidačnímu poškození důležitých biomolekul v zánětlivých procesech. Protože NO radikál 
existuje v plynném skupenství, velice rychle reaguje s O2 a s radikálem superoxidového 
aniontu za vzniku vysoce reaktivního NO2, peroxynitritu (ONOO-) nebo dusitanů a dusičnanů 
[39, 40]. Vzhledem k jeho velice krátkému poločasu rozpadu, je velice obtížné NO detekovat 
přímo v krevní plazmě. Proto je rutinně stanovován nepřímou metodou a to stanovením nitritů 
jako jednoho z finálních produktů metabolismu NO. NO jako volný radikál je produkován 
enzymem – syntázou oxidu dusnatého (NOS). Jedna ze tří izoforem NOS je inducibilní 
syntáza oxidu dusnatého (iNOS), která je exprimována mnohými typy rakovinových buněk a 
aktivovanými makrofágy. Zvýšená exprese (iNOS) byla u pankreatických nádorových buněk 
popsána též.  
3.2.1.3  Role lipidové peroxidace v chronické pankreatitidě 
Zánětlivý proces je doprovázen zvyšující se produkcí oxidantů. Mnohé RONS 
vyvolávají lipidovou peroxidaci, která vede k tvorbě sekundárních produktů lipidové 
peroxidace a současně mutagenních látek jako jsou malondialdehyd (MDA) a 4-
hydoxynonenal (4-HNE), které poškozují přímo proteiny a DNA. V patologii rozličných 
zánětlivých onemocnění je evidentní, jak významnou roli má lipidová peroxidace [35, 41, 42, 
43, viz. Kap. 3.1.2]. Stanovení MDA a 4-HNE v krevní plazmě jako produktů lipidové 
peroxidace je běžně prováděno [44, 45, 46, 47, 48, 49]. MDA i 4-HNE jsou považovány za 
markery systémového poškození lipidovou peroxidací a potažmo oxidačního stresu [50, 51, 
52, 53]. 
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3.2.1.4  Role MPO v chronické pankreatitidě 
Dalším biomarkerem oxidačního stresu, který přispívá k zánětlivé odpovědi organismu 
je myeloperoxidáza (MPO). MPO je lyzozomální enzym polymorfonukleárních granulocytů 
(neutrofilů; PMN), patřící do rodiny peroxidáz s hem prostetickou skupinou ve své molekule. 
MPO přispívá k zánětlivé odpovědi organismu a je uvolňovaná do extracelulárního prostředí 
aktivovanými PMN. Proto je současně i specifickým markerem PMN aktivace v zánětlivých 
procesech, které figurují v patologii onemocnění jako například kardiovaskulárního systému a 
nepřímo může souviset s těhotenskou cukrovkou a vysokým krevním tlakem v těhotenství. 
MPO produkuje řadu reaktivních oxidantů a radikálových částicí schopných difúze [54, 55, 
56]. Polymorfonukleární granulocyty jsou první buňky v lidském organismu, které jsou 
aktivované v hostitelském obranném systému proti infekci. Takto stimulované buňky se 
přesouvají pomocí chemotaktických podnětů k místům zánětu, kde rozeznávají a následně 
fagocytují bakterie a další vnější mikroorganismy. Cizí patogeny jsou vystaveny souboru 
hydrolytických enzymů a proteinů ničících bakterie, které jsou uloženy v granulích (jako 
právě MPO). Neutrofily ji obsahují v poměrně velkém množství. Společně s NADPH-
oxidázou je myeloperoxidáza zapojena do tvorby reaktivních kyslíkových radikálů a oxidace 
biologického materiálu. Ve stimulovaných neutrofilech NADPH-oxidáza redukuje 
molekulový kyslík, z něhož následnými reakcemi vzniká peroxid vodíku, což je právě hlavní 
substrát pro myeloperoxidázu [57, 58].  
Bylo prokázáno, že antimikrobiální schopnost MPO se uplatňuje prostřednictvím 
tvorby kyseliny chlorné (HClO) a dalších toxických látek, které jsou součástí prostředí ve 
fagolyzozomech neutrofilů, kteří inhibují a usmrcují invadující mikroogranismy. MPO 
používá H2O2 k ovlivnění posttranslačních modifikací cílových molekul [59]. Poslední 
poznatky naznačují, že MPO je zcela zapojena do regulace buněčné homeostázi a hraje 
klíčovou roli v iniciaci a propagaci akutního a chronického vaskulárního zánětu [60, 61]. 
Chronický zánět pankreatu se může transformovat v karcinom pankreatu a i v tomto případě 
může hrát významnou roli MPO, která jako enzym reguluje ROS a obsahuje nukleotidové 
polymorfismy, které udělují pozměněnou enzymovou aktivitu [62].    
 
3.2.1.5  Role hyaluronanu v chronické pankreatitidě 
Hyaluronan (HA) je jednou ze složek extracelulární matrix a zaujímá významnou část 
z látek v epitelové tkáni (krycí tkáň). Zajišťuje její hydrataci. [63, 64]. HA je všudypřítomný 
vysokomolekulární polysacharid – glykosaminoglykan, který má významné biologické 
vlastnosti. Hraje významnou roli v mnoha klíčových fyziologických a patofyziologických 
procesech – zejména v buněčné plasticitě (tvárnosti buněk), která se uplatňuje u zánětu, 
imunitních reakcí, angiogenezi, procesů hojení ran, distribuce růstových faktorů, regulace 
migrace u endotheliálních buněk, buněčné proliferace, nádorových onemocněních 
kardiovaskulárního systému, transportu látek ke tkáním [65, 66, 67, 68]. 
Hlavním membránovým receptorem pro HA je CD44. Zvýšená hladina receptoru 
CD44 je obecně přijímána jako marker aktivace buněk v lymfocytech. HA přispívá k růstu 
nádorových buněk v důsledku adhezních interakcí s CD44. Ačkoli se HA váže na receptor 
CD44, je známo, že signální dráha pro degradační produkty HA jde přes Toll-like receptor 2 
(TLR 2), TLR 4 nebo oba a TLR 4 v makrofázích a dendritických buňkách. TLR a HA hrají 
významnou roli v přirozené imunitě. HA jako vysokomolekulární polymer má v zánětlivých 
procesech odlišné biologické chování, vlastnosti a funkce, které závisí na jeho velikosti, na 
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jeho molekulové hmotnosti. Vysokomolekulární HA je anti-angiogenní, protizánětlivý a 
imunosupresivní. Zatímco nízkomolekulární HA vykazuje vlastnosti angiogenní, zánětlivé a 
působí jako imunostimulant. HA je významně zapojen do odvádění leukocytů v místě zánětu 
(role receptoru CD44).   
Rozvoj fibrogeneze je charakteristický pro chronickou pankreatitidu. HA jakou 
součást extracelulární matrix, v níž je uložen, je uvolňován do krevního oběhu nebo do 
pankreatické šťávy. Proto lze předpokládat, že během vývoje zánětu dochází k jeho 
zvýšenému uvolňování [69, 70].   
 
3.2.1.6  Role vybraných cytokinů a receptorů v chronické pankreatitidě 
 
V chronické pankreatitidě jsme se zaměřili na následující cytokiny: TNF-α; PDGF-
AB; TGF-β a receptor: TNF RI. 
TNF-α (Tumor Necrosis Factor) je hlavním zástupcem skupiny zánětlivých 
(prozánětlivých) cytokinů, neboť reguluje zánětlivé reakce. Působí jako endogenní pyrogeny 
a aktivuje endothelie. Reguluje také expresi dalších cytokinů, receptorů a proteinů akutní fáze. 
Podílí se na boji proti infekci a na eliminaci nádorových buněk jako protinádorová obrana. 
Cytokin PDGF-AB (Platelet Derived Growth Factor) je destičkovým růstovým 
faktorem, pocházející z α-granulí trombocytů. Je také mitogen pro fibroblasty, hladkosvalové, 
epiteliální, endotheliální buňky, tedy jeho hlavní funkcí je hojení ran. Vyznačuje se také jako 
chemotaktický faktor a stimuluje mitózu. 
Cytokin TGF-β (Transforming Growth Factor) se řadí do skupiny transformujících 
růstových faktorů, skupina imunoregulačních cytokinů a podle své funkce se řadí do skupiny 
cytokinů s převážně inhibičním účinkem na zánětlivé reakce (protizánětlivé). Jeho hlavní 
funkce spočívají v regulaci růstu buněk a emryonálního vývoje, ovlivňuje proliferaci, 
diferenciaci a aktivaci širokého spektra buněk (zejména lymfocytů). Zvyšuje syntézu proteinů 
extracelulární matrix, adhezních molekul (integrinů), má roli v hojení ran a kostí, chemotaxi, 
reguluje produkci dalších cytokinů, inhibuje proliferaci a aktivitu T a B-lymfocytů, i některé 
funkce monocytů. V tkáňové kultuře je účinný v koncentraci 1 - 10 pg.ml-1, podaný 
subkutánně in vivo v dávce 100 - 1 000 ng [71, 72, 73]. 
 
3.2.2 Aplikované metody k analýze oxidačního stresu u pacientů s CHP 
 
Ke sledování plazmatických hladin markerů oxidačního stresu u pacientů s chronickou 
pankreatitidou proti kontrolním jedincům v delším časovém intervalu byly použity následující 
metody: 
o Metoda HPLC-DAD: stanovení MDA a 4-HNE jako produktů lipidové 
peroxidace. 
o Metoda TRAP: stanovení antioxidační kapacity. 
o Metoda ORAC: stanovení antioxidační kapacity. 
o Metoda stanovení dusitanů pomocí Grieesova činidla. 
o Metoda ELISA: stanovení TNF-α, TNF RI, PDGF-AB, TGF-β1, MPO a HA 
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Princip metod je popsán v kapitolách 3.2.2.1 – 3.2.2.5. Přesné postupy metod jsou 
popsány v Experimentální části. 
 
3.2.2.1  Stanovení malodialdehydu (MDA) a  4-hydroxynonenalu (4-HNE) metodou  
    HPLC-DAD 
 
Produkty lipidové peroxidace – MDA a 4-HNE v plazmě pacientů s chronickou 
pankreatitidou a v plazmě kontrolních jedinců byly stanoveny metodou vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie se spektrofotometrickým UV-VIS detektorem Diode-Array 
(HPLC-DAD). Použitá metoda stanovení MDA a 4-HNE na HPLC-DAD byla převzata 
z primárního zdroje [74]. Byla optimalizována a aplikována s malými modifikacemi na naše 
laboratorní možnosti a podmínky. Supernatant deproteinizované, hydrolyzované plazmy 
vstupuje do reakce s reakčním činidlem dinitrofenylhydrazinem (DNPH) za vzniku 
příslušných derivatizačních produktů MDA a 4-HNE. Principem metody je stanovení 
absorbance derivatizačního produktů MDA-DNPH při vlnové délce 310 nm a 4-HNE-DNPH 
při vlnové délce 350 nm. 
 
3.2.2.2  Metoda TRAP (Total Peroxyl Radical-Trapping Antioxidant Parameter) 
 
Metodou TRAP je stanovena hodnota celkové antioxidační kapacity, která vyjadřuje 
koncentrační zastoupení všech antioxidantů vzorku jako celku. Metody stanovení celkové 
antioxidační kapacity jsou založeny na arteficiální tvorbě radikálů v testovaném biologickém 
materiálu. Měří se pak schopnost systému radikálové reakce zastavit nebo zpomalit [75]. 
Metoda TRAP podle [76, 77, 78, 79] a její modifikace patří mezi nejpoužívanější testy 
antioxidační aktivity. TRAP je luminometrická (chemiluminiscenční) metoda – měří přímo 
antioxidační kapacitu proti peroxylovému radikálu. Princip chemiluminiscenčních metod 
spočívá v tom, že luminiscenční proba (v našem případě luminol) reaguje s oxidantem za 
vzniku intermediátu v excitovaném stavu. Excitované elektrony přecházejí zpět na původní 
hladinu a při přechodu vyzáří určité kvantum světla, které je zesíleno fotonásobičem a 
detekováno fotodetektorem luminometru. Světelný signál je převeden na signál elektrický, 
který je vyjádřen v milivoltech anebo v relativních luminiscenčních jednotkách (RLU) – 
podle typu přístroje. 
Základem metody TRAP  je produkce peroxylového radikálu termální dekompozicí 
ABAP (2,2-azobis-(2-aminodinopropan)hydrochlorid) při 37 0C. Detekce vznikajících 
radikálů se projeví zesílenou chemiluminiscencí (CL), která je zprostředkována přídavkem 
luminiscenční proby - luminolem (hydrazid kyseliny 3-aminoftalové) na luminometru. 
Přidáním vzorku s antioxidačními vlastnostmi dochází k tomu, že antioxidační látky ve vzorku 
vychytávají peroxylový radikál a zamezují tak oxidaci luminolu. To se projeví jako pokles 
chemiluminiscenčního signálu na úroveň pozadí. Jakmile se antioxidační látky ve vzorku 
vyčerpávají, signál začíná stoupat, až dosáhne vrcholu píku a znovu se ustálí na stabilní úrovni až 
do vyčerpání zdroje peroxylového radikálu. Tato doba je přímo úměrná antioxidační kapacitě 
testované látky. Z CL křivky je jako parametr této kapacity odčítána doba dosažení 50% 
původního signálu. Pro posouzení antioxidační kapacity extraktu je používano standardní 
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množství troloxu, který vychytává peroxylové radikály (jedna molekula troloxu neutralizuje dva 
peroxylové radikály). Z hodnot dosažení 1/2 píku (50% CL signál) pro daný vzorek a pro Trolox 
se vypočte celková antioxidační kapacita vzorku [80]. 
 
3.2.2.3  Metoda ORAC 
 
Je fluorescenční metoda – měří přímo antioxidační kapacitu proti peroxylovému 
radikálu generovaného z AAPH 2,2’-azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid při 37 0C. Jako 
fluorescenční proba je použit fluorescein (FL). Ztráta fluorescence (FL) indikuje stupeň 
poškození vzorku (plazmy) z reakce s peroxylovým radikálem. Protektivní účinek 
antioxidantu je vyhodnocen z plochy pod naměřenou fluorescenční křivkou a je srovnán proti 
blanku, ve kterém není antioxidant přítomen. Jako standard je použit 1μM Trolox. Výsledek 
je vyjádřen jako ekvivalent Troloxu. Fluorimeter detekuje při nastavení: excitační vlnová 
délka = 485 nm a emisní vlnová délka = 520 nm. Výsledné naměřené hodnoty jsou ve 
skutečném čase měření v minutách a jsou přepočítány (vztaženy, tedy poděleny) k počáteční 
hodnotě fluorescence. Poté jsou jednotky AUC spočítány dle: 
 
AUC = 1+f1/f0 + f2/f0 + f3/f0 +……+ fn/f0 
ORAC hodnota = [(AUCvzorek – AUCblank)/(AUCTrolox – AUCblank] x (molarita 
Troloxu/molarita vzorku) 
 
3.2.2.4  Stanovení dusitanů 
 
Dusitany (NO2-) v krevní plazmě byly stanoveny spektrofotomerickou metodou při 
vlnové délce 546 nm po reakci plazmy s Griessovým činidlem dle [81]. 
 
3.2.2.5  ELISA 
 
Stanovení TNF-α, TNF RI, PDGF-AB, TGF-β1, MPO a HA bylo provedeno metodou 
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). ELISA je jednou z nejpoužívanějších 
imunologických metod sloužících k detekci protilátek a dalších látek bílkovinné povahy. 
Metoda funguje na bázi imunoenzymatické reakce. Tato metoda, stejně jako všechny ostatní 
imunochemické metody, využívá interakce antigenu se specifickými protilátkami in vitro za 
tvorby imunokomplexu antigen-protilátka. Stanovení tohoto komplexu je umožněno 
navázáním vhodné značky (v tomto případě enzymu) na jednoho z imunoreaktantů. ELISA 
využívá dvou základních vlastností imunoglobulinů (IgGx - nejhojnější třída protilátek v krvi 
a tkáňovém moku savců). Za prvé je to schopnost proteinů (tedy imunoglobulinů) vázat se na 
povrch umělých hmot (např. na jamky Maxisorb miktrotitrační desky) a v druhé řadě pak 
schopnost vázat enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinových molekul. Pro průkaz 
specifických protilátek i antigenů existuje široké spektrum různých modifikací ELISA testu: 
• Přímá ELISA - pro detekci antigenu.  
• Nepřímá ELISA - pro deteci specifických protilátek.  
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• Přímá sendvičová ELISA - pro detekci antigenu.  
• Nepřímá sendvičová ELISA - pro deteci specifických protilátek.  
Základními složkami ELISA analýzy jsou: 
1. Antigen: detekovaný v testovaném vzorku nebo známý (komerčně připravovaný). 
2. Protilátka: detekovaná v testovaném séru nebo známá (komerčně připravovaná). 
3. Konjugát: jedná se opět o protilátku proti protilátce (konkrétně proti druhově 
specifickým imunoglobulinům příslušného izotypu (proti IgG, IgM, IgA), na kterou je 
navázaný enzym (konjugovaná enzymem). 
4. Substrát: je chemická látka, která reaguje s enzymem – kolorimetrická reakce. 
 
Pro všechny zmíněné markery byla použita nepřímá sedvičová ELISA analýza. 
 
V prvním kroku je mikrotitrační deska potažena „Capture Antibody“ (1. protilátka), 
která se naadsorbuje na stěny jamek.  Následně jsou do jamek přidány vzorky plazmy a 
standardy. Přítomný analyt je zachycen a navázán na zafixovanou 1. protilátku. Nenavázaný 
materiál je z jamek odmyt. V druhém kroku je do jamek přidána „Detection Antibody“ (2. 
protilátka) značená HRP (Horseradish Peroxidase) - křenovou peroxidázou, která se naváže 
na zachycený analyt. 2. protilátka, která se nenaváže, je z jamek odmyta. Ve třetím kroku je 
do jamek přidám TMB substrát (tetramethylbenzidin) a dojde k barevné reakci, kdy se obsah 
jamky zbarví modře a intenzita zbarvení je úměrná množství přítomného analytu ve vzorku. 
Přídavkem kyseliny sírové je reakce analytu s TMB substrátem zastavena a dojde opět 
k barevné reakci, kdy se modrá zbarví ve žlutou. Finálním krokem je spektrofotometrické 
stanovení absorbance této žluté barvy při vlnové délce 450 nm s nastavenou referenční 
vlnovou délkou 575 nm [82].  
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
4.1 Charakteristika pacientů s CHP 
 
Do naší studie bylo zahrnuto 113 pacientů s chronickou pankreatitidou, kteří jsou 
stálými pacienty Interní hepatogastroenterologické kliniky Fakultní nemocnice Brno 
(Lékařské fakulty MU Brno) a 63 zdravých jedinců jako kontrolních subjektů. Soubor 
pacientů sestává z 39 žen a 74 mužů průměrného věku 47,6 ± 12,5 let. Etiologie pacientů byla 
90 případů s idiopatickou formou CHP, 22 případů s alkoholickou CHP a 1 případ 
s hereditární formou CHP. U všech pacientů bylo provedeno endosonografické vyšetření 
pankreatu a dle stupně závažnosti poškození pankreatu lze pacienty roztřídit na 73 případů 
s lehkou CHP a 40 případů s těžkou CHP. Kontrolní skupina sestávala z 42 žen a 21 mužů 
průměrného věku 41,6 ± 9,9 let. Tato studie byla schválena Institucionální etickou komisí 
Fakultní nemocnice v Brně, ČR a od všech účastníků studie byl získán souhlas 
s poskytováním informací o získaných výsledcích. 
 
4.2 Odběr plazmy pacientům s CHP a kontrolním jedincům 
 
Plná krev byla odebírána pacientům a všem kontrolním jedincům z loketní žíly do 
odběrových EDTA zkumavek (Sarstedt, Germany). Vzorky plné krve byly ihned 
centrifugovány (5 000 G, při pokojové teplotě, po dobu 10 min), získaná plazma byla 
odebrána, alikvotně rozplněna do plastových mikrozkumavek (Eppendorf, Německo; 
s přídavkem 1,96 mM BHT pro stabilizaci vzorku plazmy pro analýzu HPLC-DAD), 
okamžitě zamrazena v tekutém dusíku a následně uchovávána při teplotě -80 0C až do 
následných analýz. 
U pacientů s CHP bylo provedeno celkem pět odběrů, přičemž časový interval mezi 
jednotlivými odběry činil vždy šest měsíců. 
Současně byla pacientům a všem kontrolním jedincům z loketní žíly odebírána také 
krev na základní biochemické vyšetření a krevní obraz. Tyto parametry byly stanoveny 
standardními analýzami v laboratořích Interní hepatogastroenterologické kliniky Fakultní 
nemocnice Brno. Po odborné konzultaci byly vybrány následující parametry, které jsou 
rozhodující v zánětlivém procesu CHP a to: z hematologických parametrů - leukocyty (WBC 
= White blood cells) a z biochemických parametrů - pankreatická amyláza (PAMS), amyláza 
(AMS), CB protein, cholesterol, triglyceridy (TG), HDL-cholesterol (HDL-chol), LDL-
cholesterol (LDL-chol) a C-reaktivní protein (CRP). Tyto hematologické a biochemické 
parametry byly vyhodnoceny a porovnány s kontrolními jedinci a s markery oxidačního stresu 
ovlivňujícího průběh CHP. 
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4.3 Stanovení malondialdehydu (MDA) a 4-hydroxynonenalu (4-HNE)   
 metodou HPLC-DAD 
 
Produkty lipidové peroxidace – MDA a 4-HNE v plazmě pacientů s chronickou 
pankreatitidou a u kontrolních jedinců byly stanoveny metodou vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie se spektrofotometrickým UV-VIS detektorem Diode-Array (HPLC-DAD) na 
kapalinovém chromatografu Agilent Series 1100. Použitá metoda stanovení MDA a 4-HNE 
na HPLC-DAD byla převzata z primárního zdroje [74]. Byla optimalizována a aplikována s 
malými modifikacemi na naše laboratorní možnosti a podmínky. Principem metody je 
stanovení absorbance derivatizačního produktu MDA-DNPH při vlnové délce 310 nm a 4-
HNE-DNPH při vlnové délce 350 nm.  
 
4.3.1 Předpříprava plazmy 
 
Plazma pacientů s chronickou pankreatitidou byla deproteinizována (15% TCA) a 
hydrolyzována kyselinou chlorovodíkovou (HCl). Tato reakční směs byla inkubována ve 
vodní lázni při 60 0C po dobu 40 min. Poté byla centrifugována (16 000G, 4 oC, 10 min) a 
získaný supernatant byl následně použit k analýze na HPLC-DAD. 
 
4.3.2 Analýza HPLC-DAD 
 
100 μl nebo 200 μl reakčního činidla DNPH (5 mM DNPH/2 M HCl) bylo přidáno 
k 600 μl supernatantu pro vznik derivatizačních produktů MDA-DNPH nebo k 1 000 μl 
supernatantu pro vznik derivatizačních produktů 4-HNE-DNPH. Tato reakční směs byla 
inkubována po dobu 60 min při laboratorní teplotě bez přístupu světla. 4-HNE-DNPH 
produkty byly extrahovány pomocí SPE kolonek (DSC-C18; 50 mg; Discovery®; Sigma-
Aldrich Ltd.; USA), které bylo nutno nejdřívě kondiciovat 1 ml methanolu (G 
CHROMASOLV®;  Sigma-Aldrich Ltd.; USA) a poté 1 ml 25 mM KH2PO4 pro potvrzení 
kyselé matrice vzorku supernatantu o pH 3. Zakoncentrované 4-HNE-DNPH produkty byly 
eluovány 300 μl acetonitrilu (CHROMASOLV®; Sigma-Aldrich Ltd.; USA). Poté byly 
použity stejně jako produkty MDA-DNPH, které nebylo nutno zakoncentrovávat, pro přímý 
nástřik na kolonu CogentTM Bidentate C18 (4,2 μm, 4,6 x 150 mm, I.D.) s předkolonkou 
MetaGuard Polaris-C18 (5 μm, 4,6 mm). Základní složení mobilní fáze (MF) bylo acenonitril 
(CHROMASOLV®; Sigma-Aldrich Ltd.; USA) - voda CHROMASOLV® Plus; Sigma-
Aldrich Ltd.; USA) – 0,2 % kyselina octová. Podmínky separace obou DNPH-derivátů 
aldehydů (MDA-DNPH and 4-HNE-DNPH) jsou uvedeny v (Tab. 2). 
 
 
 
- 22 - 
Tab. 2 Podmínky stanovení MDA (MDA-DNPH) a 4-HNE (4-HNE-DNPH). 
 
 Parametr     MDA (MDA-DNPH)    4-HNE (4-HNE-DNPH)                      
 
Průtok MF      1 ml.min-1        1 ml.min-1 
Eluce       izokratická        gradientová 
Složení MF    40 : 60 : 0,1 v/v/v      50 : 50 : 0,2 v/v/v  
(ACN : H2O : CH3COOH)   (ACN : H2O : CH3COOH) 
(gradient:  0 min: 50 : 50 : 0,2 v/v/v 
                20 min: 80 : 20 : 0,2 v/v/v) 
 Teplota na koloně    30 0C         30 0C 
 Temperování vzorků   20 0C         20 0C 
 Nástřik na kolonu    100 μl         100 μl 
 Vlnová délka     310 nm        350 nm 
 
Koncentrace MDA a 4-HNE byly vyhodnoceny z odečtených ploch příslušných píků 
chromatogramů za použití externí kalibrace. Kalibrační křivka standardů MDA byla 
v koncentracích : 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 40 a 50 μmol.l-1. Kalibrační křivka standardů 
4-HNE byla v koncentracích : 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 5; 10; 20; 25; 50 a 100 μmol.l-1. 
Koncentrace MDA a 4-HNE v plazmě byly vyjádřeny v jednotkách μmol.l-1. 
 
4.4 Antioxidační kapacita plazmy 
4.4.1 Metoda TRAP 
 
Reakční směs – 160 μl PBS, 16,8 μl luminolu a 6,8 μl vzorku plazmy/standardu 
Troloxu byla preinkubována v luminometru při 37 0C. Po inkubaci bylo do reakční směsi 
přidáno 16,8 μl ABAPU. ABAP se začne tepelně rozkládat a produkovat peroxylový radikál. 
Antioxidační látky ve vzorku začnou vychytávat peroxylový radikál a zamezují oxidaci 
luminolu. Vyhodnocení antioxidační kapacity z luminiscenční křivky je popsán v Kap. 
3.2.2.2. Pro získání hodnoty TRAPu jsme použili následující výpočet: ½ pík-time vzorku / ½ 
pík-time Troloxu * koeficient (dle objemu vzorku – v našem případě koeficient činí 800). Pro 
odečtení ½ pík-timu byl použito programu a funkce makra. Jako kontrola slouží samotný 
ABAP, který je odečítán od vzorků plazmy. Koncentrace antioxidační kapacity plazmy byly 
vyjádřeny v jednotkách μmol.l-1. 
 
4.4.2 Metoda ORAC 
 
Reakční směs – 170 μl FL-Na2 (6,3.10-2 μmol.l-1) a 10 μl vzorku plazmy/standardu 
Troloxu byla preinkubováno ve fluorimetru Tecan INFINITE M200 (SLT TECAN; 
Rakousko) při 37 0C. Byl změřen optimální „gain“ fluorimetru pro analyzované vzorky 
plazmy a po přídavku 20 μl ABAPU bylo zahájeno měření vzorků. Jako negativní kontrola 
sloužilo 200 μl fosfátového pufru bez přídavku ABAPU a jako pozitivní konrola sloužilo 170 
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μl FL (6,3.10-2 μmol.l-1) s 30 μl fosfátového pufru také bez přídavku ABAPU. Jako blank 
sloužila reakční směs - 170 μl FL (6,3.10-2 μmol.l-1), 10 μl fosfátového pufru a 20 μl ABAPU. 
Kalibrační křivka standardů Troloxu byla v koncentracích: 12,5; 25; 50; 100 a 200 μmol.l-1. 
Měření trvalo 60 min a každou minutu byla změřena fluorescence vzorků. Vyhodnocení 
antioxidační kapacity vzorků z fluoroscenční křivky je popsán v Kap. 3.2.2.3, přičemž je do 
vyhodnocení zahrnuta i externí kalibrace Troloxu. Koncentrace antioxidační kapacity plazmy 
byly vyjádřeny v jednotkách μmol.l-1. 
 
4.4.3 Porovnání antioxidační kapacity metodou TRAP a ORAC 
 
V rámci aplikací metod určených k analýze oxidačního stresu jsme srovnali metodu 
TRAP a ORAC v biologickém materiálu. Oběma těmito metodami byla stanovena a 
porovnána antioxidační kapacita ve 108 vzorcích plazmy pacientů s CHP z I. odběru. Po 
vyhodnocení a porovnání dat bylo zřejmé, že metoda TRAP je citlivější ve srovnání 
s metodou ORAC. Proto byla v dalších analýzách používána pouze metoda TRAP. 
 
4.5 Stanovení dusitanů 
 
Vzorky plazmy byly deproteinizovány centrifugací (16 000 G, při laboratorní teplotě, 
15 min) a následně ihned pipetovány do mikrotitrační desky. Reakční směs – 150 μl 
deproteinizovaného vzorku plazmy/standardu NaNO2 a 150 μl Griessova činidla (Sigma-
Aldrich Ltd.; USA) byla inkubováno při pokojové teplotě po dobu 30 min v temnu a poté byla 
změřena absorbance vzorků na spektrofotometru Thermo Spectra RAINBOW (SLT TECAN; 
Rakousko) při vlnové délce 546 nm. Koncentrace dusitanů ve vzorcích plazmy byly 
vyhodnoceny pomocí externí kalibrace. Kalibrační křivka standardu NaNO2 byla ředěna 
v bovinném fetálním séru v koncentracích: 0; 0,41; 0,81; 1,63; 3,25; 6,5; 13 a 26 μmol.l-1. 
Koncentrace dusitanů v plazmě byly vyjádřeny v jednotkách μmol.l-1. 
 
4.6 ELISA 
 
Metodou ELISA bylo provedeno stanovení TNF-α, TNF RI, PDGF-AB, TGF-β1, 
MPO a HA v krevní plazmě. Na příslušné cytokiny, receptor a HA byly použity komerčně 
vyrobené ELISA soupravy (R&D Systems; USA) a postupovalo se dle přiložených protokolů 
od firmy R&D Systems. Princip těchto stanovení byl popsán v Kap. 3.2.2.5. Koncentrace 
TNF-α, TNF RI, PDGF-AB, TGF-β a HA ve vzorcích plazmy byly vyhodnoceny pomocí 
externí kalibrace. Kalibrační křivka standardu TNF-α byla ředěna v koncentracích: 0; 2,5; 5; 
10; 30; 90; 270 a 540 pg.ml-1. Kalibrační křivka standardu TNF RI byla ředěna v 
koncentracích: 0; 20; 40; 80; 160; 320; 640 a 960 pg.ml-1. Kalibrační křivka standardu PDGF-
AB byla ředěna v koncentracích: 0; 10,4; 20,8; 41,7; 83,3; 166,7; 333,3 a 500 pg.ml-1. 
Kalibrační křivka standardu TGF-β1 byla ředěna v koncentracích: 0; 31,25; 62,5; 125; 250; 
500; 1 000 a 2 000 pg.ml-1. Kalibrační křivka standardu HA byla ředěna v koncentracích: 0; 
8,8; 13,2; 19,8; 29,6; 44,4; 66,7 a 100 ng.ml-1.  
- 24 - 
Pouze stanovení MPO vyžadovalo optimalizaci ELISA protokolu, neboť nebylo 
provedeno komerčně zakoupenou soupravou. Princip stanovení zůstává stejný viz. popis 
v Kap. 3.2.4.5, přičemž jako „Capture Antibody“ byla použita 19G8 – monoklonální 
protilátka (Sigma-Aldrich Ltd.; USA) v koncentraci 3,3 μg.ml-1, jako „Detection Antibody“ 
byla použita Anti-Myeloperoxidase Rabbit pAb (polyklonální; Calbiochem; Německo) 
v koncentraci 6 μg.ml-1 a na místo Streptavidinu-HRP byla použita 3. protilátka Antirabbit 
IgG protilátka (Sigma-Aldrich Ltd.; USA) v koncentraci 5 μg.ml-1. Koncentrace MPO ve 
vzorcích plazmy byly vyhodnoceny pomocí externí kalibrace. Kalibrační křivka standardu 
MPO byla ředěna v MPO free séru (v bezmyeloperoxidázovém séru) v koncentracích: 0; 
0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 a 20 ng.ml-1. Koncentrace MPO, HA a všech ostatních cytokinů 
a receptoru v plazmě byly vyjádřeny v jednotkách ng.ml-1. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
Na (Obr. 5 – 23) byly graficky znázorněny nejvýznamnější imunologické, 
biochemické a hematolotogické výsledky z hlediska oxidačního stresu a chronického zánětu u 
pacientů s CHP. 
 
 
5.1 Porovnání jednotlivých markerů v delším časovém intervalu 
 
U pacientů s CHP bylo provedeno celkem pět odběrů krve, přičemž časový interval 
mezi jednotlivými odběry činil vždy šest měsíců. V následujících grafických vyhodnoceních 
byly znázorněny plazmatické hladiny markerů oxidačního stresu a zánětlivého procesu u 
pacientů s CHP v jednotlivých odběrech, tedy v časových odstupech a byly porovnány se 
zdravými jedinci (kontrolou) (Obr. 5 - 14). V grafických vyhodnoceních byly uvedeny 
průměrné koncentrace jednotlivých markerů (průměr ± S.E.M.) v daném odběru. Data byla 
statisticky analyzována Studentovým t-testem. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl 
(P ≤ 0,05) v porovnání s kontrolou. 
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Obr. 5 Koncentrace MDA v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ±       
     S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání             
     s kontrolou. 
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Obr. 6 Koncentrace 4-HNE v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ±    
    S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání             
    s kontrolou. 
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Obr. 7 Koncentrace TRAP v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ±       
     S.E.M.  Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání            
     s kontrolou. 
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Obr. 8 Koncentrace dusitanů v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ±            
     S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání             
     s kontrolou. 
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Obr. 9 Koncentrace TNF-α v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ±     
    S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání               
    s kontrolou. 
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Obr. 10 Koncentrace TNF RI v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ±    
     S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání              
     s kontrolou. 
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Obr. 11 Koncentrace PDGF-AB v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ± 
    S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání             
    s kontrolou. 
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Obr. 12 Koncentrace TGF-β1 v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ±    
     S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání            
     s kontrolou. 
 
 
 
0
20
40
60
80
100
120
140
160
0
H
A
 ( μ
g.
l-1
)
Zdraví jedinci (kontrola) I. odběr - pacienti s CHP
II. odběr - pacienti s CHP III. odběr - pacienti s CHP
IV. odběr - pacienti s CHP V. odběr - pacienti s CHP
 *
  *  *
  *
 *
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 13 Koncentrace HA v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ± S.E.M. 
    Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05)  v porovnání s kontrolou. 
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Obr. 14 Koncentrace MPO v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty ±       
      S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání            
      s kontrolou. 
 
 
Z výsledků zobrazených na (Obr. 5 - 14) vyplývá, že koncentrace MDA, 4-HNE, 
dusitanů, TNF RI a HA v plazmě pacientů s CHP byly ve všech pěti provedených odběrech 
statisticky významně vyšší ve srovnání s kontrolou. Při podrobnější analýze těchto parametrů 
lze konstatovat, že: 
Plazmatické hladiny MDA byly nejvyšší ve II., III. a IV. odběru. Nejnižšní obsah 
MDA v plazmě pacientů s CHP byl v V. odběru. 
Nejvyšší koncentrace 4-HNE v plazmě pacientů s CHP byla zjištěna v I. odběru a 
současně byla statisticky nejvýznamnější v porovnání s kontrolou. Nejnižší obsah 4-HNE 
v plazmě pacientů s CHP byl v V. odběru.  
Dusitany zaznamenaly nejvyšší koncentraci ve III. odběru. Nejnižší obsah NO2- 
v plazmě pacientů s CHP byl v V. odběru.  
Plazmatické hladiny TNF RI byly nejvyšší ve II. a III. odběru. Nejnižšní obsah TNF 
RI v plazmě pacientů s CHP jsme zaznamenali ve IV. a V. odběru. 
V nevyšší koncentrací se HA projevil ve III. odběru. Nejnižší obsah HA v plazmě 
pacientů s CHP byl v V. odběru. 
 
Další skupina markerů byla statisticky významně změněna pouze v některém z pěti 
provedených odběrů. Konkrétně se jedná o MPO, TRAP, TNF-α, PDGF-AB a TGF-β1. Při 
podrobnější analýze těchto parametrů lze konstatovat, že: 
Plazmatické hladiny MPO byly významně statisticky vyšší ve srovnání s kontrolou 
v II. až V. odběru. Přičemž nejvyšší koncentrace MPO byla dosažena v II. odběru. Nejnižšní 
obsah MPO v plazmě pacientů s CHP byl v I. odběru a tato koncentrace je mírně zvýšena v 
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porovnání s kontrolou, ale není statisticky významná. Koncentrace MPO ve IV. a V. odběru 
jsou srovnatelné. 
Koncentrace TRAP byly statisticky významně vyšší ve srovnání s kontrolou v II., IV. 
a V. odběru. Přičemž ve IV. a V. odběru byly hladiny antioxidační kapacity plazmy pacientů 
s CHP nejvyšší a současně srovnatelné. Koncentrace TRAP v II. odběru byla mírně snížena 
v provnání s nejvyššími koncentracemi TRAP ve IV. a V. odběru. Nejnižší hladiny 
antioxidační kapacita dosahovala ve srovnání s kontrolou v I. a III. odběru a současně jsou 
tyto koncentrace srovnatelné.  
Průměrné koncentrace v plazmě pacientů s CHP markeru TNF-α jako prozánětlivého 
cytokinu byly ve všech odběrech nižší ve srovnání s kontrolou, přičemž v I. a ve IV. odběru 
byly statisticky významně sníženy oproti kontrole. Hladiny TNF-α ve II. a III. odběru byly 
srovnatelné. 
Stejně jako TNF-α i průměrné hladiny v plazmě pacientů s CHP cytokinu PDGF-AB 
byly ve III., IV. a V. odběru nižší ve srovnání s kontrolou. Koncentrace PDGF-AB ve III. a V. 
odběru dosahovaly srovnatelné hladiny. Statisticky významně nejnižší koncentrace PDGF-AB 
proti kontrole byla dosažena ve IV. odběru. Pouze v I. a II. odběru byly hladiny cytokinu 
PDGF-AB vyšší v porovnání s kontrolou a dosahovaly srovnatelné koncentrace. 
Cytokin TGF-β1 pouze ve III. odběru a současně se jedná o nejnižší koncetraci TGF-
β1 v plazmě pacientů s CHP v porovnání s kontrolou, která není statisticky významně nižší 
v porovnání s kontrolou. Statisticky významně vyšší hladina TGF-β1 byla pozorována v II. 
odběru. Obsah TGF-β1 v I. odběru byl mírně nižší než v odběru II. Koncentrace TGF-β1 v V. 
odběru byla mírně vyšší než ve IV. odběru. 
 
 
5.2  Porovnání vybraných hematologických a biochemických parametrů 
 v delším  časovém intervalu 
 
U pacientů s CHP bylo provedeno celkem pět odběrů krve na základní biochemické 
vyšetření a krevní obraz, přičemž časový interval mezi jednotlivými odběry činil vždy šest 
měsíců. 
Tyto parametry byly stanoveny standardními analýzami v laboratořích Interní 
hepatogastroenterologické kliniky Fakultní nemocnice Brno. Po odborné konzultaci byly 
vybrány následující parametry, které jsou rozhodující v zánětlivém procesu CHP a to: z 
hematologických parametrů - leukocyty (WBC = White blood cells) a z biochemických 
parametrů - pankreatická amyláza (PAMS), amyláza (AMS), CB protein, cholesterol, 
triglyceridy (TG), HDL-cholesterol (HDL-chol), LDL-cholesterol (LDL-chol) a C-reaktivní 
protein (CRP). Tyto hematologické a biochemické parametry byly graficky vyhodnoceny a 
byly znázorněny hodnoty (průměr ± S.E.M.) jednotlivých zmíněných parametrů v plazmě 
pacientů s CHP v jednotlivých odběrech, tedy časových odstupech a byly porovnány 
s hodnotami (průměr ± S.E.M.) zdravých jedinců (kontrol) (Obr. 15 – 23 ). Data byla 
statisticky analyzována Studentovým t-testem. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl 
(P ≤ 0,05) v porovnání s kontrolou. 
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Obr. 15 Koncentrace WBC (leukocytů) v plazmě. Znázorněná data představují průměrné    
      hodnoty ± S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05)               
      v porovnání s kontrolou. 
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Obr. 16 Koncentrace PAMS (pankreatické amylázy) v plazmě. Znázorněná data představují 
     průměrné hodnoty ± S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) 
     v porovnání s kontrolou. 
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Obr. 17 Koncentrace AMS (amylázy) v plazmě. Znázorněná data představují průměrné        
      hodnoty ± S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05)               
      v porovnání s kontrolou. 
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Obr. 18 Koncentrace CB proteinu v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty 
     ± S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání          
     s kontrolou. 
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Obr. 19 Koncentrace cholesterolu v plazmě. Znázorněná data představují průměrné hodnoty 
     ± S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) v porovnání         
     s kontrolou. 
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Obr. 20 Koncentrace TG (triglyceridů) v plazmě. Znázorněná data představují průměrné     
      hodnoty ± S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05)               
      v porovnání s kontrolou. 
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Obr. 21 Koncentrace HDL-cholesterolu v plazmě. Znázorněná data představují průměrné         
      hodnoty ± S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05)               
      v porovnání s kontrolou. 
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Obr. 22 Koncentrace LDL-cholesterolu v plazmě. Znázorněná data představují průměrné    
      hodnoty ± S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05)                  
      v porovnání s kontrolou. 
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Obr. 23 Koncentrace CRP (C-reaktivního proteinu) v plazmě. Znázorněná data představují 
     průměrné hodnoty ± S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky významný rozdíl (P ≤ 0,05) 
     v porovnání s kontrolou. 
 
 
Hladiny leukocytů (WBC) (Obr. 15) v plazmě pacientů s CHP byly ve všech pěti 
provedených odběrech statisticky významně vyšší ve srovnání s kontrolou. Nejvyšší 
koncentrace WBC byla pozorována ve IV. odběru a zároveň byla vysoce statisticky významná 
v porovnání s kontrolou. 
Koncentrace pankreatické amylázy (PAMS) (Obr. 16) a cholesterolu (Obr. 19) 
v plazmě pacientů s CHP byly ve všech pěti provedených odběrech mírně zvýšeny ve 
srovnání s kontrolou, ovšem statisticky nevýznamně. Pouze ve IV. odběru byla koncentrace 
cholesterolu v plazmě pacientů s CHP nižší v porovnání s kontrolou. 
Koncentrace amylázy (AMS) (Obr. 17) byly ve všech pěti provedených odběrech 
vyšší ve srovnání s kontrolou a statisticky významně vyšší ve II. odběru. Nejnižší koncentrace 
AMS byla zaznamenána ve IV. odběru oproti kontrole. 
Plazmatické hladiny CB-proteinu (Obr. 18) byly statisticky významně vyšší 
v porovnání s kontrolou ve II. a IV. odběru. V ostatních odběrech byly jeho koncentrace 
srovnatelné s hladinou kontroly. 
Hladiny triglyceridů (TG) (Obr. 20) v plazmě pacientů s CHP byly zvýšeny ve všech 
pěti odběrech v porovnání s kontrolou. Statisticky významně zvýšené TG koncentrace byly 
v I., III. a V. odběru ve srovnání s kontrolou a zároveň jejich hladiny byly srovnatelné. 
Zatímco nejnižší koncentrace TG byly zaznamenány v II. a IV. odběru a rovněž jejich hladiny 
byly srovnatelné. 
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Průměrné koncentrace v plazmě pacientů s CHP parametru HDL-cholesterolu (Obr. 
21) byly ve všech pěti odběrech nižší ve srovnání s kontrolou, přičemž v I. a V. odběru byly 
statisticky významně sníženy oproti kontrolám. 
Stejně jako HDL-cholesterol i průměrné hladiny v plazmě pacientů s CHP LDL-
cholesterolu (Obr. 22) byly ve II., III. a IV. odběru nižší ve srovnání s kontrolou. Statisticky 
významně snížena byla jeho koncentrace ve IV. odběru. Zatímco ve zbylých odběrech v I. a 
V. LDL-cholesterol dosáhl vyšších hladin v plazmě pacientů s CHP oproti kontrolám, ovšem 
bez statistické významnosti. Nejvyšší koncentrace LDL-cholesterolu byla v V. odběru, ale 
nebyla statisticky významná. 
Hladiny C-reaktiovního proteinu (CRP) (Obr. 23) v plazmě pacientů s CHP byly ve 
všech pěti provedených odběrech vyšší ve srovnání s kontrolou, přičemž statisticky významně 
zvýšeny byly v II., IV. a V. odběru. Nejvyšší koncentrace CRP byla pozorována v V. odběru. 
Zatímco nejnižší obsah CRP v plazmě byl zjištěn ve III. odběru. U hodnot CRP jednotlivých 
pacientů byl patrný větší rozptyl, což se projevilo ve znázorněných S.E.M..   
 
5.3 Shrnutí výsledků a diskuze 
 
Koncentrace sekundárních produktů lipidové peroxidace MDA a 4-HNE v plazmě 
pacientů s CHP společně s hladinami dusitanů, TNF RI a HA byly ve všech pěti provedených 
odběrech významně vyšší ve srovnání s kontrolními jedinci. Tyto výsledky prokazují 
přítomnost dlouhotrvajícího chronického oxidačního stresu, který navozuje patofyziologické 
podmínky. 
Zvýšené hladiny produktů lipidové peroxidace v plazmě pacientů s CHP byly 
pozorovány také jinými autory. Dle [37, 38, 84] byly zaznamenány zvýšené hladiny produktů 
lipidové peroxidace v plazmě a séru pacientů s CHP metodou TBARs, zvýšené hladiny MDA 
v erytrocytech [85], významné hladiny 4-HNE, MDA a konjugovaných dienů v pankreatické 
tkáni [10, 86], významné hladiny lipidových hydroperoxidů a konjugovaných dienů 
v duodenálním a pankreatické šťávě [87, 88, 89]. Současně jsou v protikladu zjištěné výsledky dle 
[89], kdy hladiny konjugovaných dienů a lipidových hydroperoxidů v plazmě pacientů s CHP 
v porovnání s kontrolou nebyly významně rozdílné. I přes to byli tito autoři [89] přesvědčeni, 
že chronický zánět pankreatu je významným zdrojem produktů lipidové peroxidace. 
Jednou z hlavním příčin zvýšených hladin produktů lipidové peroxidace u pacientů s 
CHP by mohla být i zjištěná nedostatečnost antioxidační obrany. V naší studii byly hladiny 
antioxidační kapacity stanovené metodou TRAP srovnatelné s kontrolou nebo slabě vyšší 
v porovnání s kontrolou a nikdy nebyly nižší než u kontrolních jedinců. To by mohlo 
naznačovat, že zvýšená lipidová peroxidace není způsobena v důsledku poklesu totální 
antioxidační kapacity v plazmě. Nicméně mnohé příspěvky ukazují, jak je krevní plazma 
schopna redukovat železité ionty a antioxidační kapacitu jako marker, který je významně nižší 
v plazmě pacientů s CHP v porovnání s kontrolami [37, 38]. Existují další různorodé 
příspěvky, které dokazují snížené hladiny rozličných antioxidantů v plazmě nebo séru 
pacientů s CHP v porovnání s kontrolními jedinci jako např. v lipidech rozpustný vitamín E a 
A [37, 84, 90, 91, 92], β- karoten, β-kryptoxantin, lykopen [92], selen [91, 92] a glutathion 
peroxidázu [91]. Rozpor mezi těmito výsledky může být zapříčiněn specifickou citlivostí 
peroxylového radikálu vychytávaného v krevní plazmě oproti molekulám, které mají 
schopnost vychytávat peroxylový radikál a to zejména ve vodě rozpustné antioxidanty jako 
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např. kyselina močová, bilirubin, albumin a další molekuly, které jsou deficientní u pacientů 
s CHP [37, 93]. Zajímavé je, že významnost antioxidační nedostatečnosti u pacientů s CHP je 
dokumentována i v jiných klinických studiích, které poukazují na vhodnost podání orálního 
doplňku v podobě kurkumínu s antioxidačními vlastnostmi a na účinky komlexní antioxidační 
terapie pro pacienti s CHP, které brání lipidové peroxidaci [37, 85]. Dále jsou popisovány 
další podpůrné kúry pomocí rozličných antioxidantů, které jsou schopny zlepšit kvalitu života 
a redukovat bolesti pacientů s CHP [37, 94]. 
Zvýšená lokální a systémová produkce NO v plazmě pacientů s CHP je potvrzena 
zvýšenými hladinami dusitanů u těchto pacientů v porovnání s kontrolou. Zvýšená tvorba NO 
u pacientů s CHP je také dokumentována v příspěvcích [95, 96]. Tito autoři předpokládají, že 
zvýšená produkce NO u pacientů s CHP by mohla mít souvislost s deregulovaným krevním 
řečištěm v pankreatu a histologickými změnami ve vaskulatuře pankreatu. Významná 
souvislost mezi zvýšenou produkcí NO a postupujícími zánětlivými procesy je 
dokumentována korelací mezi koncentracemi dusitanů, CRP a celkovým množstvím 
leukocytů. Zajímavá je také pozitivní korelace mezi hladinami dusitanů v plazmě a 
triglyceridy. Na rozdíl od negativní korelace, která vznikla mezi hladinami dusitanů v plazmě 
a HDL-cholesterolem. Tyto korelace podtrhují spojení mezi nadprodukcí NO a změnami 
v metabolismu lipidů během postupu chronické pankreatitidy. Jak již bylo zmíněno, zvýšené 
hladiny triglyceridů, které negativně korelují se sníženými hladinami HDL-cholesterolu u 
pacientů s CHP byly popsány v [97]. Souhrnně lze konstatovat, že aktivní podíl NO na 
změnách v metabolismu lipidů či definování zvýšené hladiny dusitanů jako hlavního markeru 
stanovení stupně závažnosti zánětlivých procesů nelze dosud jednoznačně definovat a je 
nutno dále zkoumat jeho úlohu v chronické pankreatitidě. 
Koncentrace MPO byly statisticky významně vyšší v porovnání s kontrolními jedinci. 
MPO společně s hladinami MDA, 4-HNE, dusitanů, TNF RI a HA v plazmě pacientů s CHP 
by mohly být vhodnými ukazateli charakterizující pacienty s CHP a mohly by mít u těchto 
pacientů diagnostický význam.   
Naproti tomu plazmatické hladiny markerů TNF-α, PDGF-AB a TGF-β1 byly nižší ve 
srovnání s kontrolou. Průměrné koncentrace v plazmě pacientů s CHP prozánětlivého 
cytokinu TNF-α byly ve všech odběrech nižší ve srovnání s kontrolou. Hladiny PDGF-AB 
v plazmě pacientů s CHP byly nižší nebo srovnatelné s kontrolními jedinci. Koncentrace 
TGF-β1 byly převážně mírně vyšší nebo srovnatelné s kontrolou. Lze říci, že tyto cytokiny 
nejsou vhodnými markery pro diagnózu CHP.  
Biochemické parametry (PAMS, AMS, CB protein, cholesterol, triglyceridy, HDL-
cholesterol, LDL-cholesterol, CRP) a z hematologických parametrů (leukocyty) u pacientů 
s CHP byly v referenčních mezích normálu, stejně tomu bylo i u kontrolních jedinců. 
Nicméně leukocyty, triglyceridy a CRP u pacientů s CHP dosahovaly hodnot horní hranice 
mezí normálu. Hladiny leukocytů, triglyceridů a CRP v plazmě pacientů s CHP byly ve všech 
pěti provedených odběrech významně vyšší ve srovnání s kontrolou. 
Tato skutečnost odkrývá souvislost oxidačního stresu s biochemickými a 
hematologickými parametry. 
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6 ZÁVĚR 
 
Hlavním předmětem zájmu této dizertační práce byla aplikace vybraných metod 
k analýze oxidačního stresu a studium markerů oxidačního stresu u pacientů s chronickou 
pankreatitidou (CHP) proti zdravým kontrolním jedincům v delším časovém intervalu. 
 
U pacientů s CHP bylo provedeno celkem pět odběrů, přičemž časový interval mezi 
jednotlivými odběry činil vždy 6 měsíců. Byla optimalizována a aplikována metoda HPLC-
DAD ke stanovení sekundárních produktů lipidové peroxidace – MDA a 4-HNE, dále 
luminometrická metoda TRAP ke stanovení antioxidační kapacity, spektrofotometrická 
metoda k analýze dusitanů a ELISA metoda ke stanovení hladiny pro- a protizánětlivých 
cytokinů (TNF-α, TNF RI, PDGF-AB, TGF-β1), myeloperoxidázy a hyaluronanu. Jednotlivé 
markery byly porovnány a analyzovány v plazmě pacientů s chronickou pankreatitidou a u 
zdravých kontrolních jedinců.  
 
Současně byla pacientům a všem kontrolním jedincům odebírána také krev na 
základní biochemické vyšetření a krevní obraz. Tyto parametry byly stanoveny standardními 
analýzami v laboratořích Interní hepatogastroenterologické kliniky Fakultní nemocnice Brno. 
Po odborné konzultaci byly vybrány následující parametry, které jsou rozhodující 
v zánětlivém procesu CHP a to: z hematologických parametrů - leukocyty a z biochemických 
parametrů - pankreatická amyláza, amyláza, CB protein, cholesterol, triglyceridy, HDL-
cholesterol, LDL-cholesterol a C-reaktivní protein. Tyto hematologické a biochemické 
parametry byly vyhodnoceny a porovnány s kontrolními jedinci a s markery oxidačního stresu 
ovlivňujících průběh CHP. 
 
U pacientů s chronickou pankreatitidou existuje chronický zánět, o čemž svědčí 
významně zvýšené hladiny produktů lipidové peroxidace (MDA a 4-HNE), markerů 
chrakterizujících zánět (dusitanů, TNF RI, HA a MPO) a hematologických a biochemických 
parametrů (leukocytů, triglyceridů a CRP) v porovnání s kontrolními jedinci. Tato skutečnost 
odkrývá souvislost oxidačního stresu s imunologickými, biochemickými a hematologickými 
parametry. Hladiny MDA, 4-HNE společně s hladinami MPO, dusitanů, TNF RI a HA 
v plazmě pacientů s CHP by tedy mohly být vhodnými ukazateli charakterizujícími pacienty 
s CHP a mohly by mít u těchto pacientů diagnostický význam.   
Naproti tomu plazmatické hladiny TNF-α, PDGF-AB a TGF-β1 byly statisticky 
významně změněny pouze v některém z pěti provedených odběrů. Koncentrace TNF-α 
v plazmě pacientů s CHP byly ve všech pěti odběrech nižší ve srovnání s kontrolou. Hladiny 
PDGF-AB v plazmě pacientů s CHP byly nižší nebo srovnatelné s kontrolními jedinci. 
Koncentrace TGF-β1 byly převážně mírně vyšší nebo srovnatelné s kontrolou. Lze říci, že 
tyto cytokiny nejsou vhodnými markery pro diagnózu CHP. 
 
Průzkumem a orientovanou dotazníkovou akcí byl vyhodnocen potenciální vliv 
environmentální zátěže a životního stylu jednotlivých pacientů na změny hladin parametrů 
oxidačního stresu. Bylo zjištěno, že těžkou formu pankreatitidy mají častěji muži než ženy. 
Naopak věk ani tělesné parametry nejsou významné v souvislosti s tíží chronické 
pankreatitidy. V rámci etiologie chronické pankreatitidy byl prokázán významný rozdíl ve 
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vztahu k tíži chronické pankreatitidy. Zdá se, že u těžké chronické pankreatitidy je častější 
toxická etiologie na úkor idiopatické etiologie ve srovnání s lehkou chronickou 
pankreatitidou. Z rizikových faktorů se ukázaly jako významné pití alkoholu, kouření, 
diabetes mellitus a kalcifikace kostí (ve všech případech jsou častěji vázány na těžší formu 
chronické pankreatitidy). 
 
Potvrdilo se, že u pacientů s chronickou pankreatitidou hraje důležitou roli chronický 
zánět spojený s oxidačním stresem. Na oxidační stres reaguje organismus zvýšenou produkcí 
antioxidantů v plazmě pacientů. Tato mírně zvýšená hladina antioxidační kapacity v krvi 
nicméně není schopna oxidační stres eliminovat. 
Oproti původnímu očekávání jsme nepotvrdili zvyšující se hladiny jednotlivých 
parametrů v časovém intervalu 2,5 let. To je pravděpodobně způsobeno lékovou terapií. Na 
druhou stranu tato terapie není dostatečně účinná, aby úplně eliminovala oxidační stres a 
chronický zánět doprovázející chronickou pankreatitidu. 
 
Proto je nutné hledat jiné, ještě účinnější postupy k charakterizaci závažnosti a rozvoje 
chronické pankreatitidy a její efektivní léčby. 
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8 SEZNAM ZKRATEK 
 
ABAP   2,2-azobis-(2-aminodinopropan)hydrochlorid 
AMS   Amyláza 
CL    Chemiluminiscence 
CRP   C-reaktivní protein 
DAD   Detektor Diode – Array 
DNPH   Dinitrofenylhydrazin 
EDTA   Ethylen-diamin-tetraoctová kyselina 
ELISA  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay – Imunoenzymatická analýza 
FL    Fluorescence 
HDL   High density lipoprotein - vysokomolekulární lipoproteinn 
HDL-chol  HDL-cholesterol 
4-HNE  4-hydroxy-2-trans-nonenal (4-hydroxynonenal) 
HPLC   Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
CHP   Chronická pankreatitida 
iNOS   Inducibilní syntáza oxidu dusnatého 
LC    Kapalinová chromatografie 
LDL   Nízkomolekulární lipoprotein 
LDL-chol  LDL-cholesterol 
MDA   Malondialdehyd 
MPO   Myeloperoxidáza 
NO   Oxid dusnatý 
NOS   Syntáza oxidu dusnatého 
PAMS   Pankreatická amyláza 
PSCs   Pankreatické stelátové buňky  
PMN   Polymorfonukleární neutrofily 
PUFAs  Polynenasycené mastné kyseliny 
RNS   Reaktivní dusíkové radikály 
RONS   Reaktivní volné kyslíkové a dusíkové radikály 
ROS   Reaktivní kyslíkové radikály 
TBA   Thiobarbiturová kyselina 
TG Triglyceridy 
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TRAP   Total Peroxyl Radical-Trapping Antioxidant Parameter 
TROLOX  6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylová kyselina 
UV-VIS  Ultrafialová a viditelná oblast světla 
WBC   White blood cells – leukocyty 
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